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Effet des radiations sur la croissance tumorale chez le modèle de gliome murin
F98/Fisher
Par
Guillaume Desmarais 
Département de médecine nucléaire et radiobiologie
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et sciences de la santé en vue de l’obtention 
du grade de maître ès science (M.Sc.) en science des radiations et imagerie biomédical
Le but de cette étude exploratrice est d’investiguer le rôle potentiellement paradoxal de 
la radiothérapie sur le caractère invasif des glioblastomes multiformes (GBM). Utilisant 
le modèle murin de tumeur astrocytaire F98/Fisher, nous avons dans un premier temps 
irradié soit le cerveau (BrainlR) de l’animal, les cellules cancéreuses implantées (F98IR), 
ou ces deux composantes (Brain+F98IR), afin d’étudier l’effet des radiations sur le 
développement tumoral. De plus, un regard particulier a été porté sur la cinétique de 
moléculaires inflammatoire et pro-migratoires induite par les radiations. Finalement, une 
approche pharmacologique a été utilisée dans le but de contrôler la réaction 
inflammatoire radio-induite pour diminuer les effets potentiellement néfastes des 
radiations sur l’augmentation de la migration des cellules F98 dans le cerveau de rat. Les 
analyses histologiques des cerveaux portant une tumeur F98 ont démontré une 
augmentation de l’infiltration pour les rats ayant été irradiés avant l’implantation. Ce 
même groupe a démontré une augmentation de létalité et une immunoréactivité accrue 
pour la nestine, illustrant une différence phénotypique. De façon opposée, le groupe où 
les cellules F98 sont irradiées avant l’implantation n’a démontré aucune différence 
flagrante dans leur profil de migration comparativement au groupe contrôle. Les analyses 
moléculaires ont illustré la présence d’une réaction inflammatoire suite à une exposition 
du cerveau aux radiations. Une stimulation de la production d’IL-10 et de TGF-P après 
l’exposition, supporte cette observation. De plus, une augmentation des niveaux de 
collagénase (MMP-2), permettant l’infiltration cellulaire, a été démontrée pour une 
période allant jusqu’à 20 jours post-irradiation. L’analyse de prostanoïdes pro­
inflammatoires a révélé des niveaux augmentés des prostaglandines (PGE2/PGD2 ) 
jusqu’à une période de 20 jours également. À la suite de ces résultats d’analyse 
moléculaire, nous avons choisi d’utiliser un anti-inflammatoire non stéroïdien (AINS) 
pour diminuer cette réaction due aux radiations pour ainsi réprimer la formation de 
molécules potentiellement néfastes. Le traitement au Meloxicam des rats avec des doses 
de 1 mg/kg quotidiennement, s’est traduit par une diminution du caractère invasif des 
tumeurs implantées dans un cerveau irradié. Ces données sur l’utilisation du Meloxicam 
comme approche pharmacologique sont encourageantes dans l’optique de diminuer 
l’invasion radio-induite. Notre étude illustre donc l’importance de se soucier de 
l’irradiation des tissus sains lors des traitements de radiothérapie pouvant jouer un rôle 
lors de la récurrence rapide observée en clinque chez les patients atteint de GBM. De 
plus, l’utilisation d ’AINS pourrait s’avérer un outil efficace pour augmenter l’espérance 
de vie des patients atteints de glioblastomes.
Mots clés : glioblastomes multiformes, radiothérapie, inflammation, cellules souches, 
migration.
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Chapitre I - Introduction
1.1 Bases biologiques du cancer
Avec quelques exceptions, les cancers proviennent d’une seule et unique cellule ayant 
engendrée une progéniture distincte. Ces cellules provenant d’un clone néoplasique 
accumulent, avec le temps, une série de changements génétiques et épigénétiques 
affectant ainsi le phénotype cellulaire (Nowell, 1976). Ultimement, cette population 
cellulaire clonogénique évoluera en contournant les contrôles normaux cellulaires et 
territoriaux, et en créant ainsi une masse distincte; une tumeur. De façon plus précise, 
Hanahan et Weinberg (2000) ont identifié six caractéristiques cellulaires propres au 
phénotype néoplasique : prolifération incontrôlée, différentiation aberrante, signaux de 
prolifération soutenus, résistance aux signaux d’apoptose, invasion et angiogénèse. Ces 
caractéristiques sont acquises par une succession de dommage à l’acide 
désoxyribonucléique (ADN) des cellules, prenant jusqu’à quelques dizaines d’années 
(Liotta et Petricoin, 2000), affectant ainsi leur croissance et leur comportement. Ces 
mutations affectent donc des protéines comme les cyclines, jouant un rôle prépondérant 
dans le cycle cellulaire (Hunter et Pines, 1991), les récepteurs tyrosine kinase impliqués 
dans les voies de signalisations prolifératives (Stoscheck et King, 1986), des facteurs de 
transcription comme C-Myc, qui régule un grand nombre de gènes reliés à la prolifération 
et au métabolisme (Chan et Sikora, 1987), et plusieurs autres gènes régulant la 
croissance cellulaire. Ces dommages à l’ADN ayant échappé aux divers contrôles 
cellulaires sont donc à la base du phénomène de la carcinogenèse.
Plusieurs facteurs peuvent influencer l’apparition et l’évolution du cancer. 
L’exposition des cellules à des éléments carcinogènes, tels qu’à des radiations, infections, 
substances chimiques, contribuera à l’altération génétique (Ponder, 2001). De plus, ces 
éléments peuvent aussi affecter des voies métaboliques cellulaires participant à 
l’instabilité génomique. Plusieurs évidences démontrent que l’environnement biologique 
dans lequel les cellules se trouvent, peut lui aussi influencer l’instabilité génomique. Par 
exemple, les effets systémiques d’hormones, de facteurs de croissance et la réponse
8immunitaire peuvent eux aussi activer des voies métaboliques qui prédisposeront les 
cellules à accumuler des dommages génétiques (de la Cruz-Merino et al., 2009; Yu et 
Rohan, 2000). L’étude de l’apparition et la progression des cancers est une science très 
complexe. Plusieurs facteurs externes ou intrinsèques peuvent influencer le 
développement de la tumeur. C ’est pourquoi une meilleure compréhension de ces 
différents facteurs permettra l’établissement de traitements plus spécifiques et plus 
efficaces à l’égard des cancers.
1.1.1 Inflammation et progression du cancer 
À ce jour, plusieurs évidences démontrent un lien entre l’inflammation et l’apparition 
du cancer (Vogelstein et Kinzler, 2004). Des études épidémiologiques et animales ont 
montré que l’inflammation chronique prédispose la venue du cancer aux sites de 
l’inflammation. De ce fait, il est estimé que les infections et réponses inflammatoires sont 
reliées à 15-20 % des morts dues au cancer (Balkwill et Mantovani, 2001). Ce lien entre 
le cancer et l’inflammation est traduit par l’implication de plusieurs molécules pro­
inflammatoires (Figure 1). De ce nombre, les cytokines, prostaglandines et chimiokines 
sont reconnues pour leur rôle au niveau du remodelage tissulaire et de l’angiogenèse, 
permettant ainsi la croissance de la tumeur (Balkwill et al., 2005). 11 est donc important 
d’étudier le rôle de chacune de ces molécules face à la tumorigenèse et plus 
particulièrement l’influence des traitements antinéoplasiques sur leurs expressions.
9Figure 1. Relation entre le cancer et l’inflammation
L’activation de certains oncogènes a une action directe sur la régulation de certains facteurs 
de transcription comme le N F -kB. Ce facteur régulant plusieurs gènes pro-inflammatoires 
engendre une réaction intrinsèque favorisant le recrutement de cellules immunitaires. Cet 
environnement singulier affecte les tissus sains entourant la lésion, pour ainsi accentuer 
cette réaction inflammatoire. Les radiations contribuent, elles aussi, à l’établissement d’un 
microenvironnement tumoral pro-inflammatoire. (Adapté selon Matovani et al. 2008)
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1.1.2 Rôle desprostaglandines dans Vinvasion des cellules cancéreuses
Le potentiel prophylactique d’anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) pour réduire 
l’apparition de tumeurs a été démontré (Harris, 2009). L’effet bénéfique de ces 
médicaments serait associé à une diminution des prostaglandines via l’inhibition des 
cyclooxygénase (COX). Plusieurs études ont démontré que des niveaux élevés de COX-2 
étaient retrouvés dans plusieurs types de cancers; estomac, foie, cerveau (de Groot et a l, 
2007). De plus, cette surexpression est associée avec une diminution des taux de survie. 
L’altération de cette voie métabolique aurait donc un effet crucial dans la progression du 
cancer.
Les COX (COX-1 et COX-2) sont les enzymes responsables de la conversion de 
l’acide arachidonique en éicosanoïdes, incluant les prostaglandines et les thromboxanes. 
Les éicosanoïdes exercent leurs effets biologiques de manière autocrine et paracrine, par 
leur liaison à des récepteurs extracellulaires appartenant à la classe des protéines G. 
Parmi les éicosanoïdes pro-inflammatoires, la prostaglandine E2 (PGE2) possède un rôle 
prédominant dans la croissance tumorale (McLemore et a l, 1988; Rigas et a l, 1993). La 
surexpression de la PGE2 induit la prolifération et une résistance aux signaux d’apoptose 
via le facteur de transcription NF-kP (Poligone et Baldwin, 2001). De plus, la PGE2 
participe à la migration et à l’invasion cellulaire en favorisant la production de 
métalloprotéinases de matrice (MMPs), des enzymes protéolytiques dégradant les 
composantes de la matrice extracellulaire (Pai et a l,  2002). Au niveau du système 
nerveux central, la prostaglandine D2 (PGD2) prédomine lors de réponse inflammatoire 
(Cao et a l, 2008). Son activité neuro-inflammatoire est illustrée par l’activation des 
microglies (macrophages résidents du cerveau) et par l’induction d ’astrocytose 
réactionnelle (Mohri et a l, 2006). Ces deux prostaglandines participent donc à 
l’interaction qui existe entre la tumeur et les tissus sains adjacents, créant ainsi un 
microenvironnement spécifique.
1.1.3 Cytokines inflammatoires impliquées dans l ’invasion des cellules 
cancéreuses
La cyfokine Interleukine-ip (IL-1P) module la réponse inflammatoire de plusieurs 
façons: immune, dégénérative et proliférative (Bunning etal., 1986). Cette cytokine pro­
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inflammatoire participe, elle aussi, au maintien d’un environnement favorable à la 
croissance tumorale. L’IL-1{3 augmente l’invasion tumorale en induisant l’expression de 
molécules d’adhésion comme les intégrines (Chirivi et al., 1996). De plus, cette cytokine 
contribue au développement de la tumeur en favorisant l’angiogénèse (Dinarello, 2011).
1.2 Les astrocytomes
Les tumeurs neuro-épithéliales incluent tous les néoplasmes qui ont comme origine 
cellulaire le système nerveux central (SNC) ou le système nerveux périphérique (SNP) 
(Zhu et Parada, 2002). La classification de ces tumeurs est basée principalement sur la 
morphologie et les caractéristiques immunohistochimiques des cellules cancéreuses.
Chez l’humain, suite à la phase de développement, les neurones deviennent 
postmitotiques et seulement une très faible proportion de celles-ci conserve leurs 
habiletés à proliférer. À l’opposé, les cellules gliales maintiennent cette capacité 
proliférative tout au long de leur vie. Dans ce contexte, il n’est pas étonnant de voir que 
la majorité des tumeurs neurologiques sont d’origine gliale (Figure 2). Ces tumeurs sont 
appelées gliomes' et incluent les tumeurs dérivées des astrocytes (astrocytomes), 
oligodendrocytes (oligodendrogliomes) et les cellules épendymaires (épendymomes).
Le système de classification du World Health Organisation (WHO) classifie les 
gliomes selon les grades I à IV, proportionnellement à leur agressivité (Louis et al., 
2007). Au niveau du SNC, les gliomes de grade I sont généralement peu invasifs, 
considérés comme bénins et affectent principalement la population pédiatrique. Les 
gliomes de grades II-IV sont, quant à eux, considérés comme des tumeurs malignes à 
cause de leur caractère infiltrant et leur tendance à la récidive.
Les astrocytomes sont les tumeurs les plus communes du système nerveux, elles 
représentent environ 60 % des tumeurs primaires (Maher et al., 2001). La forme la plus 
maligne d’astrocytome, grade IV, est le glioblastome multiforme (GBM). Ce type de 
tumeur représente une des formes les plus agressives de cancer chez l’humain avec une 
survie médiane de moins de 15 mois suivant le diagnostic (Brandes et al., 2008). De 
façon encore plus importante, cette statistique a très peu changé au cours des deux
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dernières décennies, illustrant la complexité du défi thérapeutique présenté aux cliniciens 
et aux chercheurs (Holland, 2001).
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Figure 2. Origine génétique de la formation de novo des glioblastomes
Dans le SNC, la génération de nouvelles cellules se fait par l’entremise de cellules souches 
progénitrices spécialisées. Par la suite, les cellules souches différentiées peuvent acquérir 
diverses mutations et ainsi initier le processus néoplasique. Il est aussi vrai que les cellules 
souches spécialisées peuvent elles aussi acquérir des mutations qui se traduiront par une 
population distincte : les cellules souches tumorales. (Adapté selon Zhu et al. 2002)
1.2.1 Traitement des astrocytomes 
Les GBM ont la caractéristique d’être des tumeurs hautement infiltratives (Louis, 
2006). Des cellules néoplasiques se retrouvent donc dans le parenchyme cérébral d’aspect 
normal en périphérie de la tumeur. Ce phénomène fait en sorte que l’approche 
chirurgicale ne permet pas une résection complète microscopique de la tumeur (Brandes 
et al., 2008). En fait, le but premier de la résection tumorale est de permettre un 
prélèvement pour le diagnostic tout en enlevant la majeure partie de la tumeur pouf ainsi
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diminuer les troubles neurologiques et la pression intracrânienne causée par l’effet de 
masse (Berger et Hadjipanayis, 2007). Les prolongements infïltratifs seront plutôt ciblés 
avec les modalités de chimiothérapie et de radiothérapie. Dans ce cas échéant, le 
protocole Stupp (concomitance entre la chimiothérapie (Temozolomide) et la 
radiothérapie (60 Gy en 30 fractions de 2 Gy)) constitue le traitement standard de 
première ligne contre les GBM (Stupp et a i, 2005). Malheureusement, dans 95 % des 
cas, la tumeur réapparaît dans une circonférence de 2 à 3 cm de la cavité de résection 
(Burger et a i, 1983). Cette donnée illustre le manque d’efficacité des modalités 
thérapeutiques disponibles. C’est pourquoi la recherche et une meilleure compréhension 
de la problématique clinique s’imposent, afin d’améliorer les traitements utilisés contre 
les tumeurs intracrâniennes.
1.2.2 Caractéristiques de l ’environnent tumoral particulier des àstrocytomes 
Les GBM sont reconnus pour être des tumeurs très infiltratives et aussi très résistantes 
aux traitements (Chakravarti et Palanichamy, 2008). Ces astrocytes néoplasiques 
infiltrent le cerveau adjacent en suivant les espaces périvasculaires, les espaces sous- 
épendymaires et les projections axones de matière blanche (Rutka et ai, 1988) (Figure 3). 
Cette tendance propre aux GBM à infiltrer le parenchyme, cérébral complexifie 
l’approche thérapeutique pour plusieurs raisons. Tout d ’abord, ce processus de migration 
s’effectue sans abîmer les structures secondaires au long desquelles les cellules se 
trouvent (Giese et al., 2003). L’intégrité de l’angioarchitecture et de la barrière hémato­
encéphalique est donc conservée. Cette intégrité fait en sorte que l’acheminement des 
molécules thérapeutiques aux sites distants de la tumeur est de beaucoup diminué 
(Dehouck et a i, 1992). C’est pour cette raison que l’imperméabilité de la barrière 
hémato-encéphalique, ainsi que le processus d’acheminement des molécules 
thérapeutiques, doivent être examinés afin d’augmenter l’efficacité des traitements 
(Fortin et a i, 2005). De plus, cette imperméabilité vasculaire conservée ne permet pas 
aux agents de contraste utilisés en imagerie par résonance magnétique de rehausser le 
signal aux sites d’infiltration, contrairement à la masse primaire qui est caractérisée par 
une perméabilité accrue des vaisseaux sanguins (Ellingson et a i, 2011). Deuxièmement, 
une dichotomie existe dans la population cellulaire composant la tumeur; une partie des
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cellules serait portée vers la prolifération, tandis que les autres seraient portées à migrer 
(Berens et Giese, 1999). Ces cellules néoplasiques en migration sont donc moins 
sensibles à la radiothérapie et chimiothérapie étant donné leur taux de division diminués 
et leur position respective dans le parenchyme. Finalement, la tumeur elle-même crée un 
environnement favorable à son infiltration via des processus immunogéniques et aussi un 
remodelage des tissus, engendrant des niches spécifiques. La tumeur favorise ainsi le 
développement d’une sous-population; les brain tumour stem cells (BTSC) (Vescovi et 
al., 2006). L’hypothèse de cellules souches cancéreuses propose que les cancers soient 
dérivés d’une petite fraction de cellules cancéreuses constituant un réservoir qui participe 
à la maintenance, mais aussi à l’initiation de la tumeur. Ces BTSC sont aussi reconnus 
pour leur résistance aux traitements et leur caractère infiltratif (Hambardzumyan et a l, 
2006; Hide et a i, 2008). L’obstacle que constituent la barrière hémato-encéphalique et 
les différences de comportement cellulaire et phénotypique font en sorte que les GBM 
représentent des entités d’une grande complexité. De plus, la modulation des tissus sains 
au pourtour de la tumeur affecte le développement de celle-ci. Plusieurs facteurs 
caractéristiques sont donc à considérer dans l’amélioration des traitements des GBM.
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Figure 3. Développement et caractéristiques des glioblastomes
Les gliomes malins démontrent une voie préférentielle d’invasion le long des fibres de matière 
blanche et aussi de façon périvasculaire. Plusieurs événements moléculaires sont à la base de 
ce phénomène d’infiltration. Premièrement, des protéases comme les MMPs interagissent avec 
les composantes de la matrice extracellulaire pour ainsi faciliter leur migration. De plus, 
l’expression des intégrines (molécules impliquées dans l’adhésion cellulaire) affecte aussi ce 
caractère infiltratif. Plusieurs molécules pro-inflammatoires et hormones de croissance agiront 
directement au niveau cellulaire, engendrant un phénotype migratoire distinct. . (Adapté selon 
Louis et al. 20061
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1.3 Radiothérapie
Depuis la découverte des rayons X par Rôntgen en 1895, les radiations occupent une 
place importante dans le domaine de la santé (Underwood, 1945). Que ce soit dans un but 
thérapeutique ou diagnostique, ces rayonnements ionisants interagissent de manière 
spécifique avec les tissues biologiques. La radiobiologie représente donc la science qui 
étudie ces interactions et leurs effets dans les milieux biologiques. Cette discipline a 
connu un essor remarquable au cours du dernier siècle; de la découverte du radium en 
1898 par Marie Curie, jusqu’à la planification de traitement en trois dimensions en 
radiothérapie. Ces progrè.s se sont traduits par plusieurs avancées technologiques et une 
cohésion scientifique diversifiée (biologie, pathologie, chirurgie, physique, oncologie, 
etc.). En 1903, la découverte de la « Loi de Bergonie et Tribondeau », stipulant que la 
radiosensibilité des tissus est fonction de son activité mitotique et de son aspect 
différencié (Bergonié et Tribondeau, 1906), allait faire place à une nouvelle discipline 
médicale : la radio-oncologie. Depuis ce temps, de nombreux efforts ont été déployés afin 
d’optimiser la qualité des doses, les techniques de dosimétrie et son utilité médicale. 
Aujourd’hui, la radiothérapie est utilisée comme traitement de première ligne dans 
plusieurs types de cancer.
1.3.1 Principe thérapeutique des radiations ionisantes
Plusieurs mécanismes biologiques sont à la base de l’effet curatif de la radiothérapie 
dans le traitement du cancer. Les radio-oncologues utilisent les différences 
physiologiques existant entre les cellules cancéreuses et les cellules saines pour ainsi tirer 
avantage de leurs réponses distinctes face aux radiations.
Il est important de mentionner que l’effet des radiations sur les tissus est 
essentiellement dû aux espèces chimiques réactives causées par ces dernières. Leurs 
effets peuvent donc être directs ou indirects. Les dommages directs sont catégorisés par 
ionisation directe d’une composante cellulaire; lipide, ADN, protéines, etc. Les 
dommages indirects sont, quant à eux, crée par l’ionisation d’un intermédiaire réactif qui 
s’attaquera aux composantes cellulaire. Des études ont démontré que la majeure partie 
des effets des radiations sur les tissues biologiques est causée par des ionisations 
indirectes (Alper, 1948; Hutchinson et Ross, 1959; Michaels et Hunt, 1978). En effet la
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radiolyse de l’eau qui compose ces tissus crée des espèces réactives (OH', H3Û+, éaq) qui 
vont réagir avec les composantes cellulaires comme l’ADN et créant ainsi des dommages 
affectant la viabilité cellulaire (Kuipers et Lafleur, 1998).
Lés radiations ionisantes engendrent une grande diversité de lésions dans l’ensemble 
des compartiments cellulaires (Lasnitzki, 1948; Mikaelsen, 1952; Trowell, 1953). Parmi 
leurs conséquences, les dommages à l’ADN sont les plus importantes (Kaplan et Moses, 
1964). La réponse cellulaire à ces dommages se traduit par plusieurs phénomènes : perte 
de potentiel réducteur mitochondrial, altération du cycle cellulaire, modification du 
phénotype et perte de capacité proliférative. Conséquemment, ces dommages à l’ADN, si 
irréparables, auront un effet létal sur la cellule. La mort clonogénique (mort cellulaire 
mitotique) représente donc l’effet recherché par les radio-oncologues relativement à la 
stérilisation des tumeurs. Des études ont démontré que les cellules cancéreuses sont plus 
sensibles à ces dommages étant donné leur capacité réduite à réparer les bris dans l’ADN 
(Evans et Norman, 1968; Leith et a l, 1975). De plus, la mitose constitue la phase la plus 
radiosensible du cycle cellulaire (Deway and Humphrey, 1962). Les cellules cancéreuses 
en forte prolifération se verront donc plus affectées par les radiations (Sinclair et Morton, 
1966). Le mécanisme thérapeutique des radiations est basé sur ces faits, distinguant les 
populations cellulaires malignes et non malignes (Figure 4).
1.3.2 Effets des radiations sur l ’environnement tumoral
Similairement aux réponses cellulaires, les radiations ionisantes peuvent activer des 
programmes multicellulaires en réponse aux dommages tissulaires (Barcellos-Hoff et a l, 
2005). Ces réactions sont établies par l’entremise de molécules solubles jouant un rôle 
d’intermédiaire dans la communication intercellulaire (Barcellos-Hoff et Brooks, 2001; 
de la Cruz-Merino et a l, 2009). Ces molécules, c’est-à-dire les cytokines, facteurs de 
croissance et chimiokines, affectent le parenchyme et le stroma qui moduleront, à leur 
tour, le comportement et le phénotype cellulaire (Bellail et a l, 2004). Cet environnement 
aura non seulement un effet sur le remodelage tissulaire, mais aussi au niveau de la 
croissance et du comportement tumoral, considérant le contexte thérapeutique.
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Le microenvironnement tumoral représente l’interaction qui existe entre la tumeur et 
les tissus sains qui l’entourent, et plus particulièrement la réponse immunogénique des 
tissus face à cette lésion (Sautes-Fridman et al., 2011). Cet environnement spécifique 
module le développement tumoral de plusieurs façons. Tout d’abord, un aspect 
mécanique influence la croissance de la tumeur : le remodelage tissulaire formera des 
espaces qui permettront aux cellules cancéreuses de s’y infiltrer et proliférer (Yamamoto 
et a l, 1994). Deuxièmement, cet environnement particulier induira une apparence et un 
comportement distinct des cellules néoplasiques (Rempel • et al., 1999). 
Phénotypiquement différentes, ces cellules auront tendance à migrer et à infiltrer les 
tissus sains les entourant. Finalement, cette soupe de molécules solubles activera 
certaines voies de signalisation impliquées dans la locomotion et l’infiltration cellulaire 
(Zhai et a l, 2006). Somme toute, la relation qui existe entre la tumeur et les tissus sains 
représente un aspect important de la thérapie antinéoplasique.
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Figure 4. Principe thérapeutique de la radiothérapie
Aux plages d’énergie utilisée en radiothérapie, la majorité des interactions avec la matière 
biologique se fera via l’effet « Compton ». Ces dépôts d’énergie peuvent donc être directs: 
directement affecter une cible cellulaire, ou indirects : via l ’entremise d’espèces chimiques. 
Dans la majorité des cas, ces dépôts d ’énergie sont indirects : via la radiolyse de l ’eau. Des 
espèces réactives sont ainsi créées et affecteront diverses composantes cellulaires. 
L’exposition de cellules aux radiations ionisantes affectera plus de composantes cellulaires : 
peroxydation des lipides, création de nouveaux liens entre protéines et dommages à l ’ADN. 
Les dommages cellulaires qui dérangeront le plus la survie cellulaire seront ceux causés à 
l’ADN étant donné qu’elle est contrôlée par divers contrôles (checkpoints) du cycle 
cellulaire. En fait l’efficacité de la radiothérapie envers les cellules cancéreuses réside dans 
le fait que ces dernières sont plus sensibles aux radiations à cause de leurs proliférations 
accélérées et leurs habilités diminuées à réparer les dommages comparé aux tissus' normaux..
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1.3.3 Influence du TGF-fi sur la réponse tumorale à la radiothérapie
Présentement, les ligands du transforming growth factor-f3 (TGF-pl, TGF-P2 et TGF- 
P3) sont reconnus pouêtre des régulateurs de la prolifération, la différentiation et la 
migration cellulaire (Derynck et Zhang, 2003; Siegel et Massague, 2003). Dans les 
cancers, le TGF-P module l’initiation, la progression et l’invasion de la tumeuà travers 
ses actions autocrines et paracrines. Plusieurs études ont identifié des mutations dans les 
composantes associées aux voies de signalisation du TGF-P, corrélant ainsi avec 
l’occurrence et le pronostique des cancers chez l’humain (Blobe et al., 2000; Levy et 
Hill, 2006).
Outre ses effets au niveau des cellules cancéreuses, le TGF-p participa 
l’établissement d’un environnement spécifique en affectant la relation existante entre 
l’hôte et la tumeur par plusieurs mécanismes. Le TGF-P agit en tant 
qu’immunosuppresseur, il réduit donc la capacité du système immunitaire à contrôler la 
croissance tumorale (de la Gruz-Merino et al., 2009). De plus, cette cytokine participe à 
la création de niches spécifiques qui contribue à l’établissement d’une sous-population de 
cellules cancéreuses (Cancer stem cells) (Yin et a i,  2010). Ces cellules participent à 
l’initiation et au maintien de la croissance tumorale. Dans un contexte de radiothérapie, le 
TGF-P est assocë à plusieurs événements moléculaires (protéases et ROS) qui causent 
des dommages tissulaires (Anscher, 2010). Cette cytokine représente donc une cible 
intéressante dans l’amélioration des thérapies antinéoplasiques.
1.3.4 Métalloprotéinases de matrice exprimées lors de la radiothérapie
Les MMPs sont un groupe d’enzymes possédant des structures semblables et qui ont 
comme cible les composantes de la matrice extracellulaire (collagènes, fîbronectines, 
laminin et protéoglycans) (Chintala et a i, 1999). De plus, ces protéases ont pour cible des 
peptides ayant des fonctions régulatrices comme des récepteur tyrosine kinase, 
précurseurs de facteur de croissance et facteur d’adhésion cellulaire (Egeblad et Werb, 
2002). À ce jour, on dénombre au moins 20 membres de cette famille enzymatique chez 
l’homme (Woessner, 1998). Les MMPs sont tout d’abord sécrétées comme zymogène 
(pro-MMPs) pour être ensuite clivées et activées. L’inhibition de ces enzymes se fait par
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l’action d’un groupe d’enzymes appelées les TIMPs (inhibiteurs tissulaires des 
métalloprotéinases). Le nom des MMPs provient du fait que ces enzymes nécessitent des 
atomes de zinc au site actif comme cofacteur de la réaction. Les MMPs sont divisées 
selon leurs spécificités de substrats, i.e. collagénases, gélatinases, stromelysins et les 
métalloprotéinases de membrane.
L’action des MMPs régule de façon pertinente le microenvironnement tumoral. 
Evidemment, leurs actions au niveau de la matrice favorisent l’invasion et la migration, 
mais peuvent aussi induire une augmentation de l’angiogenèse et de la différenciation 
cellulaire (Egeblad et Werb, 2002). Il a d’ailleurs été démontré que l’expression de 
MMP-2 est augmentée de façon significative dans plusieurs types de cancers, tels que le 
cancer du sein, du pancréas, de la prostate, de la vessie et du cerveau (Hewitt et Dano, 
1996). La MMP-2 joue donc un rôle important dans les étapes impliquées de l’initiation 
et le développement de la tumeur. De ce fait, plusieurs inhibiteurs des MMPs ont été 
développés dans le but d’améliorer les traitements contre le cancer. Cependant, les 
résultats d’études cliniques avec ces inhibiteurs ont été décevants étant donné leur 
manque d’efficacité et leur toxicité (Bramhall et al., 2001). La structure de ces essais 
cliniques s’expose à plusieurs reproches, les inhibiteurs des MMPs sont comparés à des 
drogues cytoxiques quand leurs mécanismes d’actions sont apparentés à des drogues 
cytostatiques. Cette remarque pourrait en partie expliquer le manque d’avantages liés à 
son utilisation. Les MMPs représentent un grand nombre d ’enzymes avec des rôles 
distincts. Une meilleure compréhension de leurs rôles respectifs dans la tumorigenèse 
nous permettrait de mieux comprendre leurs rôles biologiques et ainsi améliorer les 
traitements à cet égard.
1.3.5 Cibler la cyclooxygénase-2 afin de potentialiser Vefficacité de la 
radiothérapie
La combinaison entre la chimiothérapie et la radiothérapie constitue un avancement 
majeur dans l’amélioration des traitements contre les cancers (Kolaric et al. 1980). 
Plusieurs études précliniques ont démontré l’effet bénéfique d’une approche moléculaire 
concomitante afin d’augmenter l’efficacité de la radiothérapie (Vokes et Weichselbaum,
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1990). Parmi ces approches moléculaires, l’inhibition de la COX a démontré des effets 
anti-tumoraux et ce, sans pour autant affecter l’effet des radiations sur les tissus sains.
Les radiations ionisantes sont reconnues pour activer la phospholipase A2 (PLA2), et 
ainsi produire l’acide arachidonique qui sera métabolisée en une multitude de dérivées 
lipidiques, dont la production d’éicosanoïdes via la voie de la COX (Gresham et a l, 
1996). De plus, la réaction inflammatoire qui est engendrée par les radiations contribue 
elle aussi à la production de métabolites de l’acide arachidonique (Lee et al., 2010b). Les 
éicosanoïdes sont des molécules lipidiques biologiquement actives (prostaglandines et 
thromboxanes) participant à diverses réactions affectant les tissus irradiés. En effet, des 
niveaux augmentés de PGE2, PGI2j TXA2 sont détectables dans la majorité des tissus 
irradiés et cet accroissement peut même persister jusqu’à quelques semaines (Blobe et a l, 
2000; Levy et Hill, 2006).
Les tumeurs elles-mêmes sont aussi reconnues pour produire des niveaux élevés 
d’éicosanoïdes (Williams et al., 1999; Dore, 2011). Plus particulièrement, les niveaux 
élevés de COX-2 corrèlent avec la progression de plusieurs types de cancer (Achiwa et 
a l, 1999; Buskens et al., 2002; Koshiba et a l, 1999). Les cellules tumorales et les 
cellules composant le stroma (leucocytes, macrophages, fibroblastes et cellules 
endothéliales) produisent des niveaux élevés d’éicosanoïdes menant donc à la création 
d’un environnement pro-tumoral spécifique. Cet environnement particulier contribue 
ainsi à la résistance à l’apoptose et à une augmentation de la migration des cellules 
cancéreuses, expliquant le phénomène de récurrence (Wang et Dubois, 2010).
Les AfNS sont des drogues anti-inflammatoires qui inhibent de façon spécifique les 
isoformes de la COX (COX-1 et COX-2). Ces drogues sont habituellement utilisées à des 
fins'analgésiques. Toutefois, plus récemment, ces mêmes drogues ont été utilisées afin de 
potentialiser l’effet anti-tumoral des radiations (Figure 5). Des résultats in vivo et in vitro 
ont clairement démontré l’effet potentialisateur antinéoplasique des AINS combinés aux 
radiations (Bijnsdorp et al., 2007; Kang et a l, 2007; Naruse et a l,  2006). De plus, le fait 
que ces drogues aient été préalablement utilisées en clinique fait en sorte que l’aspect de 
la toxicité soit ainsi beaucoup mieux géré. Il serait donc facile d’intégrer les AINS à 
différents protocoles thérapeutiques.
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Figure 5. Les prostaglandines et le cancer
Les prostaglandines sont des molécules dérivées de l ’acide arachidonique. Elles requièrent 
l ’action de la COX et d’enzymes spécifiques afin d ’être transformées en prostanoïdes. La 
vaste majorité des prostaglandines induiront l ’angiogenèse, la prolifération et la migration 
dans un contexte de néoplasie. Les enzymes impliquées dans leur synthèse sont régulées par 
des cytokines et facteurs de croissance pro-inflammatoires. De plus, le facteur de 
transcription central de l’inflammation, le NF-kB, régule lui aussi ces enzymes. Les AINS 
sont des médicaments ayant pour effet d ’inhiber l’action.des COX-1 et -2. De cette façon les 
AINS ont le potentiel de diminuer les effets néfastes reliés aux prostaglandines dans 
différents cancers. (Adapté selon Ulrich et al. 2006)
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1.4 Hypothèses et objectifs de recherche
La relation qui existe entre la tumeur et les tissus sains est à l’avant-plan de la
communauté scientifique afin d’optimiser les modalités thérapeutiques. Ces modulations 
du microenvironnement tumoral sont à la base du phénomène de récurrence dans 
plusieurs types de cancer (Dvorak et al., 2011; Florian et al., 2011). Dans notre étude,
nous avons comme but d’étudier la relation qui existe entre une tumeur et le parenchyme
cérébral et plus particulièrement, comment cette relation est affectée par les radiations. 
L’augmentation de l’infiltration des cellules causées par la radiothérapie pourrait en 
partie expliquer cette récurrences vue du coté clinique. Pour étudier ce phénomène, nous 
avons divisé cette étude en plusieurs sous-objectifs :
1. Effets des radiations sur la croissance et l’infiltration tumorale chez le modèle 
de gliome murin F98/Fischer;
2. Quantification cinétique des molécules pro-inflammatoires au cerveau suite à 
une irradiation (rat Fisher);
3. Administration d’AINS afin de prévenir l’invasion radio-induite.
Chapitre II -  Article : Évaluation du caractère infïltratif causé par les 
radiations chez le model murin de gliome F98/rat Fisher
2.1 Avant-propos de l’article
L’article présenté a été écrit par Guillaume Desmarais, David Fortin, Rachel Bujold, 
Richard Wagner, David Mathieu et Benoit Paquette. La méthodologie développée et 
décrite dans l’article a ,été mise au point par Guillaume Desmarais. De plus, toutes les 
expériences ont été pratiquées par Guillaume Desmarais, ainsi que l’analyse des résultats.
2.2 Résumé en français de l ’article
BUT : Le but principal de cette étude est d’investiguer le rôle potentiellement 
paradoxal des radiations dans la récédive rapide observée avec les glioblastomes 
multiformes.
MÉTHODES : Le modèle de gliome murin F98/Fischer a été utilisé afin de mesurer 
l’impact sélectif de l’irradiation du parenchyme cérébral et des cellules tumoral sur la 
croissance et l’invasion. Pour ce faire, nous avons divisé les animaux en trois groupes et 
irradié avant l’implantation les cellules F98 seulement, le cerveau de l’animal, ou le 
cerveau ainsi que les cellules F98. De plus, la cinétique d’expression des molécules pro­
inflammatoires au cerveau après une exposition aux radiations a aussi été mesurée.
RÉSULTATS : Les analyses histologiques ont démontré que l’irradiation du cerveau 
avant l’implantation avait comme effet d’augmenter les caractéristiques infiltratives de la 
tumeur F98. Par ailleurs, une diminution de la survie médiane ainsi qu’une 
immunoréactivité augmentée pour la nestine caractérisent ce même groupe. D’autre part, 
le fait d’irradier les cellules F98 avant l’implantation n’a pas modifié la cinétique de 
croissance tumorale. Une augmentation de l’expression d’IL-ip au niveau cerveau irradié 
supporte la présence d’un processus inflammatoire. Une analyse moléculaire des niveaux 
de prostaglandines démontre une augmentation biphasique pour la PGE2 et PGD2 suite à 
l’exposition aux radiations. Une analyse par PCR quantitatif explique ce phénomène par 
une augmentation de la PLA2 dans un premier temps suivi par une stimulation de la 
COX-2. Des augmentations similaires ont été mesurées pour le TGF-pl et la MMP-2.
CONCLUSION : Notre étude démontre que l’irradiation du parenchyme cérébral peut 
induire des changements microenvironnementaux contribuant ainsi à une augmentation 
du phénotype infïltratif et possiblement affecter la récurrence observée en clinique.
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Abstract
The main purpose of this study was to investigate the potentially paradoxical effect of 
radiation therapy onto the rapid onset of relapse observed with glioblastoma multiforme 
(GBM) treatments. Using the F98/Fisher rat glioma model, we either irradiated F98 
cancer cells, normal animal brain, or both to separately investigate the effects of ionising 
radiation on tumour development characteristics. The kinetic expression o f différent 
inflammatory biomarkers expressed by brain tissue following an exposition to radiations 
was also measured. Histological analysis o f F98 brain tumors showed an increased 
infiltration profile for rats having their brain irradiated before implantation. Furthermore, 
a decreased médian survival was observed and brain tumor depicted enhanced 
immunoreactivity for nestin in this group. Interestingly, irradiating the F98 cells prior to 
their implantation in the brain did not modify the tumor growth pattern. An early 
stimulation of interleukin-ip (IL-1P) expression in irradiated brain supported the 
induction of inflammation. The molecular analysis showed a biphasic production of 
prostaglandin E2 (PGE2) and prostaglandin D2 (PGD2 ). Quantitative polymerase chain 
reaction (PCR) analysis demonstrated an early incrément of phospholipase A2 (PLA2 ) 
expression followed by a stimulation of cyclooxygenase-2 (COX-2) from day 5 to 20 
after exposure to radiation. Similar pattern were observed for tumor growth factor pi 
(TGF-pi), and matrix métalloproteinase-2 protein (MMP-2) which are known to favour 
cancer cell infiltration. Our study provides évidences that irradiation of the brain 
parenchyma could disturb the environment surrounding the tumor, triggering a more 
infiltrative phenotype, and thus could contribute to the récurrence infiltrative pattern of 
GBM tumors.
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Introduction
Glioblastoma multiforme (GBM) is a highly proliferative subset of primary brain 
tumor characterized by a widespread infiltration of the surrounding tissues [1]. Because 
of their infiltrative features, complété resection of GBM is a virtually unreachable goal
[2]. Typically, a malignant glial tumor présents an area of central necrosis surrounded by 
a highly proliferating peripheral région tumor known as the primary tumour. 
Macroscopic and radiological images can sometimes lend the illusion of a well delineated 
tumor margin, but histological examination demonstrates an area of brain infiltrated by 
GBM cancer cells (infiltrative tumor) [3]. Tumor invasion can extend far beyond 
depending on the différent anatomical structures nearby the tumor [4]. Interestingly, 
those invasive cells migrate with distinctive pattern following neuronal fiber, perivascular 
spaces as well as sub-ependymal spaces where their migration process is less restricted 
by surrounding tissues [5]. Those individual cancer cells cannot be detected with the 
current imaging modalities, thus escaping the surgical procédure [6]. Therefore, the goals 
of the surgical procédure are to secure tissue diagnosis as well as sample for molecular 
analysis, ail while removing as much tumor tissue to alleviate tumor focal neurological 
déficits caused by the mass effects and increased intracranial pressure [7]. Consequently, 
cells left behind by surgical procédures are targeted using radiotherapy and chemotherapy 
modalities.
Unfortunately, in 95% of cases,, malignant glioma will recur within 2 to 3 cm from the 
resection cavity [8, 9], illustrating the lack o f sustained efficacy o f those two modalities. 
Although it remains a controversial topic, the majority of the neurooncology community 
believe that a maximized resection procédure will translate into a prolonged survival,
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which reflects the importance of accounting for tumor infiltration in adjacent brain tissue
[10]. Similar improvements in survival were found using a more widespread 
chemotherapy dêlivery with blood brain barrier manipulation and intra-arterial injections
[11]. However these procédures allowing the treatment on disseminated disease can corne 
at a cost of impairment of neurological fonction and quality of life [12].
This duality is also observed with radiotherapy modality; ionising radiation produces a 
therapeutic effect on tumor cells, but also causes damages to the surrounding healthy 
tissue. This fact constrains clinicians to optimize radiation dose according to overall 
tolérance of the healthy tissue rather than giving a therapeutic high dose allowing the 
élimination of ail cancer cells [13].
In this clinical context, it is paramount to understand how tissue surrounding the 
primary tumor as well as cancer cells invading adjacent parenchyma would respond to a 
therapeutic dose of radiation, thus possibly changing the outcome of the tumor. Also, the 
question has to be asked whether glioma cells présent an altered phenotype leading to a 
différent behaviour and phenotype after exposition to radiotherapy treatments.
The overall aim of our study was to assess the potential rôle of radiotherapy in 
promoting rapid infiltration and récurrence o f GBM tumors observed in the months 
following treatments. To address this question, we initially isolated the effects of 
radiation on tumor cells and brain parenchyma, to assess their individual impact at a 
microscopic level on tumor growth and infiltration. To study the potential involvement of 
the microenvironmental disturbances created by ionising radiation, we chose to use the
F98/Fisher rat syngeneic glioma model, which emulates the infiltrative character o f 
human brain tumor.
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Materials and Methods
Cell culture
The rat F98 Fischer glioma model was chosen since it was shown to adequately 
reproduce the behaviour of human glioblastoma [14, 15]. The F98 cell line was obtained 
from ATCC and tested négative for the MAP assay by Charles River Laboratories. Cells 
were grown in monolayer using DMEM supplemented with 10% foetal bovine sérum 
(FBS) (Gibco, Burlington, ON, Canada), 26.2 mM of sodium bicarbonate, 2 mM L- 
glutamine and a mix of penicillin (100 pl/ml) and streptomycin (100 pg/ml). Cells were 
incubated at 37°C in a humidified environment with 5% CO2  and propagated upon 
confluence, every 3 days.
In vitro irradiation o f the F98 cells
The radiation dose leading to 50% cell survival was determined with a colony 
formation assay [16, 17]. Briefly, 1 x 103 cells from a single-cell suspension were seeded 
into 100-mm cell culture dishes containing 10 ml o f culture medium and incubated at 
37°C in a humidified atmosphère containing 5% CO2 for 24 h. F98 cells were then 
irradiated (0.5 -  8 Gray (Gy)) at a dose rate of 1.64 Gy/min with 60Co (Gammacell 220, 
MDS Nordion, Ottawa, Canada). Incubation then proceeded for 8-10 days prior to the 
counting of resulting colonies. Colonies containing more than 50 cells were scored. The 
assay was repeated 6 times.
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Animais and groups studied
The expérimental protocol was approved by the institutional ethical committee and 
complied with régulations of the Canadian Council on Animal Care. Adult maie Fisher 
rats weighting between 225 to 260 gr. were bought from Charles River laboratories 
(Wilmington, MA, USA). Animais were kept into our specialized facility and fed ab 
libitum prior to surgery and irradiation. Animais were randomly assigned to one o f the 
four groups, as mentioned in Figure 1 (n=5-6 per group).
Tumor implantation
Anàesthesia was induced by an intra-peritoneal injection of ketamine:xylazine (87:13 
mg/kg). Animais were then mounted onto a stereotaxic frame. A midline incision was 
performed and a burr hole was punctured using a 16-gauge needle. The burr hole 
coordinates were, using the bregma as a reference point, 1 mm anterior, and 3 mm latéral 
to the right. Then lxlO4 cells suspended in a volume of 5 pl of non-supplemented 
DMEM were then injected into the brain with a 26 gauge needle at a depth o f 6 mm from 
the surface o f the skull. In the group o f animais implanted with F98 cells irradiated at a 
dose leading to 50% survival, lxlO4 surviving cells were injected one hour after their 
irradiation. The implantation suspension containing the cells was infused at a constant 
rate of 1 pl/min using a micro-infusion pump (WP1 model UMP3, Sarasota, FL, USA). 
The needle was then slowly withdrawn to minimize the risks subdural and extracranial
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seeding. Animais were observed daily for apparition of signs o f neurological déficits 
(hemiparesis, ataxia) and increased intracranial pressure (lethargy and cachexia).
Brain irradiation
Rats were anesthetised with an intra-peritoneal injection of.ketamine:xylazine (87:13 
mg/kg) and positioned on a stereotactic frame adapted for use in the Leksell Gamma 
Knife (model 4C) (Elekta AB, Norcross, GA, USA) [18]. A single dose o f 15 Gy with 14 
mm isocenter was used to deliver a whole brain irradiation dose o f 15 Gy. Then animais 
were brought back to the animal facility for their recovery from anaesthesia.
Brain processing
Euthanasia was carried out by exsanguination and intracardiac perfusion o f 30 ml 
formaldéhyde 4% for histological analysis, or PBS for molecular quantifications. Brain 
specimens were extracted and kept in formaldéhyde for 48 h prior to be eut in the coronal 
plane using a brain matrix (taking the implantation needle mark on the cortex as a 
reference point for the slicing). Samples were and finally embedded into paraffin. The 
blocks were eut into 5 pm thick slides and stained with haematoxylin and eosin (H&E). 
For biomarker quantifications, brains were snap frozen into liquid nitrogen and 
pulverised into a fine powder and kept at -80°C for further quantifications.
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Morphological analysis o f  brain tumors
Brain sample slices, including the F98 tumor, were scanned for each animal using a 
Nikon 9000 film scanner to get a view of the whole brain coronal section. Then tumor 
morphology was registered and analyzed using the Image Pro software (Media 
Cybernetics, Bethesda, MD, USA). Briefly, areas of interest were highlighted prior to 
analysis. Tumors were divided into two distinct areas; primary tumor and invasive tumor. 
Areas corresponding to the primary tumor were defined as the central région with a well 
defîned edge, while the invasive areas correspond to clusters o f neoplasic cells which 
have migrated from the primary tumor and did not display direct physical contact with 
the primary nodule. The following parameters were measured: surface o f the primary 
tumor, overall surface of the invasive tumor, distance of migration o f neoplasic cell 
clusters fforn the edge of the primary tumor, and numbers of the neoplasic cells clusters 
around the tumor.
PGE2 and PGD2 quantification by liquid chromatography/tandem mass spectrometry
Brains were snap ffozen with liquid nitrogen and pulverised into a fine powder for 
molecular analyses. Pulverised brain tissues (-100 mg) were homôgenised with a dounce 
homogeniser in 3 ml of acetone-saline solution (2:1) containing 10 ng of PGEîd4 (internai 
standard, Cayman Chemical) and 0.05% butylated hydroxytoluene to prevent the 
oxidation of prostanoids. The homogenate was transferred to a screw-top tube, vortexed 
for 1 min, and centrifuged (10 min, 2000xg, 4°C). The supematant was transferred to 
another tube and mixed with 2 ml hexane by vortexing for 1 min. After centrifugation (10
min, 2000xg, 4°C), the upper phase containing lipids was discarded. The lower phase was 
acidified with 30 pi 2 M formic acid and then 2 ml chloroform containing 0.05% 
butylated hydroxytoluene were added. The mixture was vortexed and again centrifuged 
(10 min, 2000xg, 4°C) to separate the two phases. The lower phase containing 
chloroform was transferred to a conic tube for évaporation with a SpeedVac Concentrator 
(Sarant). Samples were reconstituted in 200 pl methanol: 10 mM ammonium acetate 
buffer, pH 8.5 (70:30) prior to LC/MS/MS analyses. Ail extraction procédures were 
performed under low light and low température conditions to minimize potential 
photooxidation or thermal dégradation of eicosanoid metabolites.
PGE2 and PGD2 were quantified by liquid chromatography/tandem mass spectrometry 
(LC-MS/MS) using an API 3000 mass spectrometer (Applied Biosystem, Streetsville, 
ON, Canada) equipped with a Sciex turbo ion spray AB Sciex, Concord, ON, Canada) 
and a Shimadzu pump and controller. Prostaglandins were chromatographically resolved 
using a Kromasil column 100-3.5C18 150x2.1 mm (Eka Chemicals, Valleyfield, QC, 
Canada). A linear acetonitrile gradient from 45% to 90% during 12 min at a flow rate of 
200 pl/min was used. The mobile phase consisted of water buffered with 0.05% of acetic 
acid (A) and acetonitrile 90% with acetic acid 0.05% (B). Injection volume was 5 pl per 
sample which were kept at 4°C during analysis. Individual products were detected using 
négative ionization and the monitoring o f the transition m/z 351—» 271 for PGE2 and 
PGD2 and 355 —♦ 275 for PGE2d4 at collision energy of -25 V. AUC for spécifie ions 
were used for quantifications.
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Matrix metalloproteinases-2 analysed by zymography gel
Brain tissues pulverized into a fine powder were homogenized with a RIPA buffer (50 
mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Triton, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% 
sodium dodecyl-sulfate and protease inhibitor cocktail (BD, Mississauga, ON, Canada). 
The homogenates were then centrifuged at (10 OOOxg at 4°C) for 10 min. Supematants 
were collected and stored at -20°C for further analyses. Protein quantification was made 
with the DC protein assay (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, Canada). 
Zymography analysis was performed as previously reported [19]. Samples were applied 
on a 12% polyacrylamide-SDS gel containing 0.1% gelatine and electrophoresed at 150 
V during 3 h at 4°C. After removal o f SDS from the gel by incubating in 2.5% Triton X- 
100 (30 min, 4 times), the gel was incubated at 37°C for 18 h in 40 mM Tris-HCl, pH 7.5, 
containing 10 mM CaCb, 1 pM ZnCh, 200 mM NaCl, and stained with Coomassie blue 
R-250. Gels were scanned and analyzed using ImageJ 1.34n (public domain Java image, 
NIH).
Quantitative polymerase chain reaction PCR
Total RNA extractions were performed on cell pellets using the Absolutely RNA 
Microprep Kit (Stratagene La Jolla, CA, USA) and the protocol recommended by the 
manufacturer, except that DNAse treatments were done at 37°C. RNA quality and the 
presence of contaminating genomic DNA were verified as previously described [20]. 
RNA integrity was assessed with an Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent). Reverse 
transcription was performed with 2 pg total RNA in a total volume of 20 pl containing
Transcriptor reverse transeriptase, random hexamers, dNTPs (Roche Diagnostics, Laval, 
QC, Canada), and 10 units of RNAseOUT (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) 
following the manufacturées protocol. Ail forward and reverse primers were individually 
resuspended in stock solutions (20-100 pM) containing Tris-EDTA buffer and 
subsequently diluted as a primer pair down to 1 pM in RNase DNase-free water (IDT, 
Coralville, lowa, USA). Quantitative PCR (qPCR) reactions were performed in 10 pl in 
96-well plates on a Realplex2 thermocycler (Eppendorf) with 5 pl o f 2X FastStart 
Universal SYBR Green Master mix (Roche Diagnostics, Laval, QC, Canada), 10 ng (3 
pl) cDNA, and 200 nM final (2 pl) primer pair solutions. The following cycling 
conditions were used: 10 min at 95°C; 50 cycles: 15 sec at 95°C, 30 sec at 60°C, 30 sec at 
72°C. Relative expression levels were calculated using the qBASE framework [21] and 
the housekeeping genes TUBB5, PUM1 and RPL19 for rat cDNA. Primer design and 
validation was evaluated as described elsewhere [20]. In every qPCR run, a no template 
control was performed for each primer pair and these were consistently négative. Primer 
sequences are listed in the supplementary data section.
Nestin immunohistochemistry
Brain sections were deparaffinized and processed for antigen retrieval by heat-induced 
sodium citrate buffer (10 mM, pH 6.0). Sections were then incubated with nestin primary 
antibody diluted 1:50 (sc-33677, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) 
ovemight at 4°C. Afterwards, samples were incubated with the secondary antibody for 2 
h at room température and revealed with ABC mouse staining System (Santa Cruz
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Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Haematoxylin counterstaining was then used to 
enhance contrast.
Statistical analysis
Data are expressed as the mean ± standard déviation mean. Statistical analyses were 
performed using non-parametric Mann-Whitney test for mean comparisons and CHI- 
square for distribution comparisons. A value of P<0.05 was considered as significant.
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Figure I. Groups and study design for radiation effects on tumor growth. Brains 
were irradiated at a dose of 15 Gy, 14 h prior to tumor implantation. F98 cells 
irradiation was done 1 hour before implantation. Sacrifice and histological analysis 
were performed 15 days after tumor implantation, while other rats were kept for 
survival analysis.
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Results
Migration o f  GBM cells increased after brain irradiation
Histological analysis was performed to assess the morphological modifications 
induced by pre-irradiated brain on the F98 tumors. As a standardized approach, the tumor 
was analyzed specifically on the coronal section corresponding to the injection site o f the 
F98 cells for each sample. The 4 groups o f animais studied are described in Figure 1.
Brain irradiation (15 Gy) prior to implantation o f the F98 glioma cells resulted in 
primary tumors with surfaces almost half of that non-irradiated control group 
(respectively; 9.25±1.86 mm2 and 16.98±2.29 mm2, P=0.007) (Fig. 2 A). A signifîcant 
décliné of the primary tumor surfaces was also observed when both the brain and the F98 
cells were irradiated prior to implantation (12.15±3.2 mm2, P=0.01). On the other hand, 
no signifîcant surface altération was found when only F98 cells were irradiated prior to 
implantation (14.69±3.76mm2, P=0.22).
The surface of surrounding brain invaded by clusters of F98 cells was then assessed 
and reported as a ratio of the surface o f invasive/primary tumor (Fig. 2 B). Irradiating the 
brain before F98 cells implantation increased by 2.5-fold the invaded surface (brain IR: 
0.78± 0.15, P=0.01; control: 0.33±0.04). This increase was less pronounced when both 
brain and F98 cells were irradiated (brain + F98 IR; 0.54±0.17, P=0.008). Conversely, in 
the group of non-irradiated brains implanted with irradiated F98 cells, the invaded area 
was not significantly increased compared to control (F98 IR: 0.40±0.17, P^0.89).
The amount o f neoplasic cell clusters which have migrated from the primary tumor 
was also quantified (Fig. 2 C). Again, irradiation of the brain prior to implantation o f the
F98 cells resulted in a higher number of neoplasic cell clusters in the région peripheral to 
the tumor. A similar increase was measured in the brain irradiated group of rats 
implanted with irradiated F98 cells (respectively: 11.88± 2.28 mm'1, P=0.01; 10.35±1.55 
mm'1, P=0.008). These neoplasic cells clusters also migrated at a longer distance from 
the edges of the primary tumor (565±71 pm, P=0.01 and 453±72 pm, P=0.008) (Fig. 2 
D). Conversely, no signifîcant modification in the invasive behaviour was measured 
when irradiated F98 cells were implanted in non-irradiated animais as compared to 
control.
Overall, brain irradiation prior to implantation of F98 cells affected tumor growth and 
favoured migration of the glioma cells. Inversely, irradiation of the F98 cells before their 
implantation did not affect tumor growth, nor their invasiveness in the brain parenchyma. 
No synergy was demonstrated when both brain and F98 cells were irradiated. This group 
indeed behave more closely to the brain irradiated group, again supporting the contention 
that irradiation of brain tissue surrounding the tumor does affect its growth.
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Figure II. Effects of radiation on F98 tumor development. Using the F98/F]ischer glioma model, the 
effects of radiation were isolated either on brain only (Brain IR), on F98 cells only (F98 IR) or both brain 
and F98 cells (Brain+F98 IR). Altérations in tumor morphology were analysed 15 days after 
implantation of the F98 cells. (A) Surface of the primary tumor (primary tumor bulk). (B) Ratio of 
invasive and primary tumor surface. (C) Numbers of satellite of neoplasic cells away from the primary 
tumor. (D) Mean invasion distance of neoplasic cells clusters away from the primary tumor edges. 
Illustration of coronal histological slices of brain with area representing the invasive surface (yellow) and 
primary surface (red) of (E) brain irradiated prior to implantation and (F) control group. (*,F’<0.05)
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Stimulation o f nestin expression
Nestin was assessed by immunochemistry to détermine whether its level of expression 
correlates with radiation-enhancement of F98 cells migration. Our results showed a 
signifîcant increase in nestin positive cells in irradiated animais also showing a more 
invasive behaviour compared to the non-irradiated control group (Fig. 3). The neoplasic 
cell clusters and the poorly defined tumoral edges in irradiated brains were more 
responsive to nestin, thus supporting phenotypic altération induced by radiation.
Figure III. Expression of nestin in F98 cells induced after brain irradiation. 
Immunohistological staining for nestin in coronal slices of rat brain at day 
15 post-irradiation. Nestin expression was correlated with infiltrative 
behaviour of F98 cells in brain. (A) Staining of pre-irradiated brain (Brain 
IR) shows nestin positive F98 cells clusters away from the primary tumor. 
(B) Staining of control non-irradiated brain demonstrating a well defined 
tumor boarder with very few nestin positive cells.
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Brain irradiation increased tumor lethality
Effects of pre-irradiation treatment were also analyzed according to the overall 
survival of the animais (Fig. 4). Irradiation of the brain without implantation o f F98 
cancer cells did not modify the life span o f the animais, nor was toxicity associated with 
motor dysfiinction observed. On the other hand, radiation-enhancement o f cancer cell 
infiltration significantly reduced the survival of animais. A statistical différence in 
prématuré death was associated with brain irradiation (Non-irradiated control: médian 
survival = 25 days; Brain IR: médian survival = 18  days, P=0.01; Brain+F98 IR: médian 
survival = 21 days, P=0.01). However, irradiated F98 cells which were implanted in non- 
irradiated brain did not affect the médian survival time compared to the control group 
animais (F98 IR: médian survival = 24 days, P-0.29). These results indicate that 
irradiating the brain prior to implantation of F98 cancer cells led to modifications in 
tumor growth which resulted in an increased aggressiveness and lethality.
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Figure IV. Expression of nestin in F98 celfs induced after brain irradiation. 
Immunohistological staining for nestin in coronal slices of rat brain at day 15 
post-irradiation. Nestin expression was correlated with infiltrative behaviour of 
F98 cells in brain. (A) Staining of pre-irradiated brain (Brain IR) shows nestin 
positive F98 cells clusters away from the primary tumor. (B) Staining of control 
non-irradiated brain demonstrating a well defined tumor boarder with very few 
nestin positive cells.
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Stimulation ofgenes and injlammatory molécules associated with migration
Activity of the MMP-2 was measured by zymography gel in irradiated brain tissues 
(Fig. 5 A). Our results demonstrated that MMP-2 activity was already increased 4 h after 
irradiation. The maximal activity of MMP-2 was measured 24 h after irradiation (5-fold 
increase), and it remained elevated until the end of the assay (20 days).
Expression of the proinflammatory cytokine IL -ip  gene was assessed by a 
semiquantitative PCR (qPCR). An early stimulation of 13-fold was seen 4 h after 
irradiation o f the brain, and remained elevated for the next 24 h (2.3-fold). No signifîcant 
increase o f IL-lfi expression was measured thereafter, at longer interval times (Fig. 5 B). 
Similarly, TGF-jil gene was upregulated in the acute phase after radiation exposure. 
Incréments of 1.4 and 1.3-fold for TGF-pl gene expression were estimated at respective 
times of 4 h and 24 h.
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Figure V. Enhancement of 
proMMP-2, IL-1P and TGF-|)1 
in irradiated brain. Brain of 
Fischer rats were irradiated (15 
Gy) with a Gamma Knife. The 
animais were euthanatized at the 
indicated post-irradiation times. 
(A) Relative levels o f MMP-2 
as measured by zymography 
gels A semi-quantitative PCR 
were used to measured the 
mRNA levels o f (B) IL-lp 
levels, and (C) TGF-pi. 
(*,/>< 0.05).
PGE2 and PGD2 biosynthesis onto irradiated brain tissue was assessed by LC-MS/MS. 
Levels of these isomers followed a biphasic incrément; 4 h after irradiation, levels of 
PGE2 were increased by 20-fold and PGD2 by 44-fold. These large incréments illustrate 
the acute responsiveness of normal brain tissue to irradiation. It is noteworthy that 24 h 
after irradiation, a complété resolution of prostaglandins level was measured. Afterwards, 
the biosynthesis of PGE2 and PGD2 started to increase again depicting a biphasic 
expression pattern, leading to signifîcant increases on day 5, 15 and 20 post-irradiation. 
The expression of two keys enzymes involved in the biosynthesis of PGE2 and PGD2 
were also studied (Fig. 6 B and C). Accordingly, COXr2  expression was increased on day 
5, 15 and 20 post-irradiation. On the other hand, signifîcant incréments were 
demonstrated only at 4 and 24 h for the phospholipase A2 (PLA2).
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Figure VI. Biosynthesis o f PGE2 
and PGD2 in irradiated Fischer rat 
brain. Brain o f Fischer rats were 
irradiated (15 Gy) with a Gamma 
Knife. The animais were
euthanatized at the indicated post­
irradiation times. (A) LC/MS/MS 
quantification of PGE2 and PGD2 
isomers after irradiation o f brain 
tissue. (B) Signifîcant expression 
of PLA2 as measured by qPCR at 
4 h and 1 day post-irradiation. (C) 
Increament of COX-2 mRNA 
measured by qPCR at days 5, 15 
and 20 post-irradiation.
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Discussion
Evidences are accumulating supporting the contention that radiation can modify the 
interactions between cancer cells and healthy surrounding tissue thereby influencing the 
progression of tumors [22], Even though it is an essential part of the standard treatment of 
GBM, there is little information on the potential paradoxical rôle o f radiation on the rapid 
récurrence of GBM. We assessed whether irradiation of the brain or cancer cells could 
enhance the migration capacity o f GBM cells in healthy brain in the murine glioma 
model F98/Fisher [15]. We also looked at the differential expression of factors induced 
by radiation that could increase the migration of GBM cells.
Our histological analysis of the brain tumour formed by pre-irradiated F98 cells 
implanted in normal brain did not show signifîcant modifications upon the morphology of 
the tumour with regard to its size or infiltration profile. After irradiation, surviving 
subpopulations of glioma cells could be expected to display a more radioresistant 
phenotype resulting from a sélection or from the activation o f invasion mechanisms [23]. 
In this study, although we implanted twice the amount of irradiated cells to account for 
cell death, no morphological modifications were seen with the histological analyses. This 
supports the thought that a radiation dose which éliminâtes 50% of the F98 cells (LD5 0) 
before implantation in rat brain did not select a spécifie phenotype, nor induce invasive 
behaviour in the surviving cells, which would significantly modify the growth of tumor, 
when an équivalent quantity of cells are implanted to account for radiation cell killing. 
However, since other studies have reported an enhancement o f invasion in irradiated 
GBM cells [24], we cannot rule out the possibility that for some GBM patients the 
invasiveness of their GBM tumor cells could be stimulâted after irradiation of the cancer
cells. Prior investigators have demonstrated that a sublethal in vitro irradiation o f rat 9L 
glioma cells resulted in a greater number o f tumor satellites after their injection into the 
striatum of rat brain [25]. Using an in vitro assay, another study reported that radiation 
(1-10 Gy) increased the activity of MMP-2 along with the invasiveness o f glioma cells 
lacking functional PTEN (U87, U251, U373, and C6) but not those harboring wild-type 
(WT)-PTEN (LN-18 and LN-428),. suggesting an association with-a lack of functional 
PTEN [23]. Therefore, an enhancement of the infiltrative ability o f GBM cells could also 
be caused by a direct irradiation of these cancer cells in other studies, thus emphasizing 
that differentially expressed molecular factors probably come into play in this 
phenomenon.
On the other hand, irradiating the brain prior to implantation of F98 cells showed a 
distinctive tumor growth pattern. Those tumours were characterized with a more invasive 
behaviour, smaller primary tumor core, increased immunoreactivity to nestin for 
infiltrative cells, as well as an overall increased lethality. It is noteworthy that irradiation 
of the brain before implantation shifted the malignant glial cell phenotype and caused 
more cells to be committed to invasion rather than prolifération. The exact mechanism 
causing this phenotypic switch is not clear, and many factors could be involved in this 
radiation-enhancement of cancer cell infiltration in brain.
Structures containing compacted myelinated fiber will typically présent less 
infiltration, but higher motility of single cell are observed compared to less dense 
structures [4]. Therefore, a mechanical component could dictate how the infiltration 
process will affect the surrounding brain parenchyma. Brain midline shift and ventricular 
compression in the context of a brain tumor are signs of intracranial hypertension, and
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thus translates in a highly proliferating glial tumor. In this situation, the increase in 
interstitial pressure caused by compression and a higher density o f  the surrounding tissue 
would tend to render the migration process less prominent [26, 27]. As seen in our 
control group, the aggressive proliférating core which then compressed the surrounding 
tissues limited the apparent migrating cell population (Fig. 2 F). Inversely, in the pre- 
irradiated brain group, the midline shift was less important, so that structures around the 
tumor were not as distorted, thus allowing neoplasic cell to migrate freely along them 
(Fig. 2 E).
To further characterize invading cells in our model, we used the intermediate filament 
nestin as a cellular marker for infiltration. In the adult central nervous System, nestin is 
expressed only in stem cells of the subventricular zone and to a lesser extent in the 
choroid plexus [28]. Re-induction o f nestin has been reported in reactive astrocytes and 
endothélial cells in cérébral abscesses [29]. Nestin expression is also associated with the 
stemness of astrocytic tumor cells, illustrating a différent phenotypic population depicting 
a highly résistant and aggressive behavior [30, 31]. We observed an increased expression 
of nestin filament in the infiltrative tumor cells of the pre-irradiated brain group. In our 
study, pre-implantation ionising radiation induced an inflammatory response which 
affected tumor growth and increased expression of nestin. This resuit illustrâtes the 
important rôle of the tissue surrounding the tumor upon cancer cell behaviour and 
phenotype.
Irradiation induces multicellular programmes that orchestrate a response to damage at 
the tissue level. Such programmes are executed by soluble components such as cytokines 
and growth factors which act on the parenchyma and stroma to modulate cell behaviours
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and phenotypes [32], According to the qPCR analysis conducted in this study, those 
changes in cancer cells behaviour after brain irradiation were associated with an 
increased level of cytokine molécules (IL-1 p and TGF-pi) measured only few hours 
after exposure to radiations.
IL-1P and TGF-pi are considered as two important molecular components implicated 
in the injury process and microenviromental disturbance induced by radiotherapy. These 
cytokines could be involved in the remodelling of tissues exposed to radiation thereby 
favouring the infiltration of cancer cells [33, 34]. IL-1P enhances the invasion of cancer 
cells by activating the transcription of matrix metalloproteinase (MMP) genes via the 
promoter NF-kB [35, 36]. MMPs are proteolytic enzymes which regulate various cell 
behaviours with relevance for cancer biology [37]. MMPs dégradé extracellular matrix 
proteins, thereby opening routes to the migration of glioma cells [38, 39]. We showed 
that MMP-2 levels were higher than normal into the healthy irradiated brain. This 
upregulation was more prédominant in the acute phase after radiation exposure; however, 
significant levels of MMP-2 were still found 20 days post-irradiation. Consequently, 
remodelling of extracellular matrix through an enhancement of MMP-2 activity could be 
an important feature explaining the enhancement of the infiltrative properties observed 
during development of the tumor into irradiated brains.
Several studies suggest that the TGF-P can induce glioma cell migration and invasion 
through its ability to up-regulate the expression of MMPs [40]. Similarly, our results 
demonstrate that healthy tissues exposed to ionising radiation depicted significantly 
higher levels of TGF-pi during the acute post-irradiation phase. These incréments o f IL- 
lp  and TGF-pi might act on tumor development by increasing its invasive capabilities. A
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pharmacological approach targeting the adverse effects of radiation induced in the brain 
parenchyma microenvironment could be helpful to inhibit the infiltration o f tumor cells in 
the brain [41].
Brain tumors derived cells are known to constitutively produce inflammatory 
arachidonic acid derivatives [42]. Prostaglandins are related to many aspects of 
carcinogenesis such as migration/invasion, angiogenesis, apoptosis inhibition and cellular 
prolifération [43]. These lipid mediators act via paracrine and autocrine manner to 
orchestrate the crosstalk between tumor cells and parenchyma, thus participating to the 
establishment of a spécifie tumoral microenvironment [44]. Here, we report an increased 
level of both prostaglandins isomers PGE2 and PGD2 which were already detected 4 h 
post-irradiation. This fact highlights the rapid onset of prostaglandins synthesis in 
response to an inflammation induced by radiation [45]. Interestingly, no significant 
increased levels of prostaglandins were found 24 h after radiation, thus suggesting a rapid 
feedback control. Afterwards, a second increase of prostaglandins synthesis was 
measured at day 5,15 and 20 post-irradiation. This biphasic production o f prostaglandins 
was associated to an increased expression of two key enzymes in the pathway of 
prostaglandins synthesis: PLA2 was dominant a few hours after exposure to radiation, 
while the expression of COX-2 increased only many days after irradiation. We propose 
that the first acute phase of prostaglandin incrément is due to the PLA2 expression and 
COX-1 enzyme, whereas the chronic phase would be associated with the expression of 
the inducible enzyme COX-2. This latter enzyme is known to play a significant rôle in 
the modulation of the inflammatory response in the brain after irradiation [46].
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Based on these results, we suggest the use of NSAID drugs (COX-1 and COX-2 
inhibitors) as a pharmacological approach to prevent these disturbances in the tumor 
microenvironment induced by radiotherapy. We anticipate that the use o f these 
molécules, co-administered during and after radiation therapy, could ultimately extend 
the médian survival of patients by decreasing the potency for glioma cells migration. 
Although corticosteroids are widely used in neurooncology as inflammatory modulator, 
their potential side effects upon glioma chemotherapeutic résistance should be considered 
[47]. Furthermore, NSAID could be a potential pharmacological approach in the control 
of oedema associated with brain tumor, while controlling the microenvironment 
disturbances caused by radiation treatments.
In summary, this study showed that radiation treatment to the brain parenchyma can 
increase the infiltrative capacity of F98 glial tumor cells. As the initial surgical procédure 
does not allow a complété tumor resection, it is thus paramount to consider the spécifie 
targeting of malignant glial cell infiltration to optimize therapeutics modalities, and 
impact the patient’s survival. Although radiotherapy is known to be a bénéficiai modality 
in the treatment of glioblastoma, its efficiency could be improved by preventing the 
conséquent inflammatory response and microenvironmental disturbances in brain.
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Chapitre III -  Résultats : Utilisation du Meloxicam afin de prévenir 
l’augmentation de l’infiltration des cellules cancéreuses au cerveau 
causée par les radiations
3.1 Méthodes
L’implantation tumorale a été effectuée comme mentionnée au chapitre 2, section 
« tumor implantation ». De plus, les analyses histologiques et moléculaires sont aussi 
inchangées par rapport à l’article décrit auparavant (voir chapitre II pour plus 
d’information).
Le Meloxicam (25 mg) a été dissout dans 5 ml d’eau stérile. Le véhicule d’injection 
(10 % tétra-PEG, 5 % Tween 20, 0,5 % NaCl, 0,5% glycine, 15 % éthanol) (Seedher et 
Bhatia, 2003) a été complété au premier jour de la plage de traitement pour ainsi s’assurer 
d’avoir un minimum de dégradation de la molécule active. Ensuite des doses de 1 mg/kg 
de Meloxicam ont été administrées en intra-péritonéal (i.p.) de façon quotidienne, 
représentant un volume d’injection de 50 pl. Ce traitement débutait juste avant 
l’irradiation du cerveau et se poursuivait jusqu’à l’euthanasie de l’animal au jour 15.
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Figure 6. Ligne de temps des différents traitements et présentation des différents 
groupes
Cerveau pré-irradié (15 Gy) 14 heures avant l’implantation tumorale. Injections i.p. de 
Meloxicam quotidiennement à des doses de 1 mg/kg par jour. Euthanasie et extraction du 
cerveau pour analyses histologiques à 15 jours post-implantation.
3.2 Résultats
Les analyses histologiques démontrent clairement un effet préventif du Meloxicam au 
niveau du caractère infiltratif des tumeurs radio-induit. En effet, le calcul du ratio entre 
les deux régions tumorales (invasives et primaires), qui était augmenté d’un facteur 2.3 
suite à l’irradiation du cerveau (Figure 7 : cerveau irradié : 0,78; contrôle : 0,34; p  = 
0,01), est descendu à un ratio de 1.6 suite au traitement au Meloxicam (Cerveau irradié + 
Meloxicam : 0,53; p  = 0,04). Cet effet anti-infiltratif du Meloxicam a aussi été observé 
chez les animaux non-irradiés (contrôle : 0.34; contrôle + Meloxicam : 0.22).
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Figure 7. Analyse histologique de la formation tumorale
Représentés par les bandes hachurées, ces groupes d’animaux ont été traités avec des doses de 
1 mg/kg quotidiennement en injection i.p.. De façon significative, les groupes étant irradiés 
au cerveau ont démontré plus d’infiltration que le groupe contrôle. Le groupe contrôle traité 
au Meloxicam a démontré moins d’infiltration. Similairement, le groupe de cerveaux irradiés 
traités au Meloxicam a démontré moins d’infiltration comparativement au groupe irradié non 
traité (*p < 0,05 comparativement au groupe contrôle) (##, p <0,05 comparaison spécifique 
décrite).
La quantification moléculaire de la PGE2 et PGD2 démontre que le Meloxicam aux 
conditions utilisées a diminué l’activité de la COX-2 conduisant à une baisse de 
production de ces deux prostanoïdes dans le cerveau des rats irradiés. Une diminution 
significative (PGE2 : p  = 0,034; PGD2 : p  = 0,047) à 4 heures post- irradiation et aussi à 
15 jours post-irradiation a été mesurée (PGE2 : p  = 0.041; PGD2 : p  = 0.038) (Figure 8). 
Bien que ces niveaux de prostaglandines ne descendent pas aux niveaux des contrôles
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non-irradiés, on peut conclure que le traitement au Meloxicam contribue à diminuer la 
production de prostaglandines associée à la réaction inflammatoire radio-induite au 
cerveau.
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Figure 8. Production de PGE2 et PGD2 au cerveau de rats irradiés et traités au 
Meloxicam
Représentés par les bandes hachurées, ces groupes d’animaux ont été traités avec des doses de 
1 mg/kg quotidiennement en injection i.p.. De façon significative les deux groupes d’animaux 
traités au Meloxicam (4 heures et 15 jours post-irradiation) produisent moins de 
prostaglandines que les groupes non traités (* p  < 0.05 comparativement au groupe contrôle; 
M p <  0.05 comparaison spécifique décrite).
Concernant l’induction du TGF-pi dans les cerveaux irradiés, le traitement au 
Meloxicam a grandement réduit son induction à 4 heures post-irradiation, alors qu’aucun 
effet a été observé dans le groupe de rats analysé à 15 jours post-irradiation (Figure 9).
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Figure 9. Expression TGF-pl dans un cerveau irradié
Représentés par les bandes hachurées, ces groupes d’animaux ont été traités avec des doses 
de 1 mg/kg quotidiennement en injection i.p.. L’expression du TGF-pl est diminiée à 4 
heures post-irradiation lorsque comparée avec le même groupe qui est non traité (* p<0,05 
comparativement au groupe contrôle; ## p  <0,05 comparativement au groupe traité au 
Meloxicam).
Chapitre IV -  Discussion générale
Les glioblastomes multiformes sont reconnus pour être des tumeurs avec une forte 
capacité à infiltrer les tissus adjacents (Brandes et al., 2008). Étant donné que la 
procédure de résection tumorale ne peut éliminer toutes les zones d’infiltration 
microscopique de cellules tumorales, la chimiothérapie et la radiothérapie sont utilisées 
afin de stériliser les cellules laissées derrière par la chirurgie (Berens et Giese, 1999). 
Malheureusement, dans la vaste majorité des cas, la tumeur réapparaîtra dans une zone de
2-3 cm entourant la cavité de résection, indiquant le manque d’efficacité des modalités 
ciblant les cellules en migration (Giese et al., 2003). C’est pourquoi l’étude du 
comportement de ces cellules, et plus particulièrement le comportement dans un 
environnement irradié, est requise. Pour étudier ce phénomène, nous avons évalué de 
façon séparée l’effet des radiations au niveau de la tumeur et des tissus sains. De plus, 
nous avons également regardé l’expression de divers marqueurs inflammatoires et 
molécules impliquées dans le processus de migration suite à une irradiation du cerveau. 
Pour cette étude, nous avons choisi d’utiliser un modèle de gliome murin syngénique, 
le rat Fisher/F98. Nous avons choisi ce modèle pour sa capacité d’émuler le 
comportement du glioblastome humain (Mathieu et al., 2007). De plus, les cellules 
démontrent une faible immunogénicité lorsqu’implantées dans un hôte syngénique. On 
obtient donc un modèle reproduisant le caractère infiltratif et la résistance thérapeutique 
propre aux GBM (Lampson, 2001). Donc, ayant comme but d’étudier les changements 
microenvironnementaux causés par les radiations, il est très important de réduire au 
maximum les réactions inflammatoires associées aux procédures d ’implantation 
survenant dans plusieurs modèles allogénique (Parsa et a l, 2000; Grobben et a l, 2002).
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4.1 Augmentation de la migration des cellules cancéreuses suite à l’irradiation  
du parenchyme cérébral
L’analyse histologique des tumeurs formées avec des cellules F98 irradiées avant 
l’implantation n’a pas démontré de façon significative une augmentation du caractère 
infiltratif. Selon le fait que certaines sous-populations cellulaires pourraient être 
radiorésistantes aux dommages induits à l’ADN (Bao et al., 2006), notre hypothèse 
initiale était que les radiations pouvaient sélectionner un phénotype distinct et activer le 
mécanisme de migration (Zhai et a l,  2006). Cependant, même l’implantation du double 
de la quantité de cellules irradiées pour compenser la mort cellulaire, n ’entraîne pas 
l’observation d’un profil distinct. Ce résultat négatif démontre donc l’efficacité de la dose 
de 2,7 Gy comme LD50 (dose éliminant 50% de la population cellulaire). On peut ainsi 
assumer que l’irradiation des cellules avant l’implantation n’a pas favorisé un phénotype 
en particulier ou induit la migration. Nous croyons que ces résultats sont dus, en autre, à 
l’uniformité phénotypique des cellules en culture. Peut-être qu’en utilisant des milieux 
différenciateurs, un phénomène de sélection plus apparent aurait pu être noté 
(Hambardzumyan et al., 2006; Tamura et a l,  2010). D ’autres groupes de recherche ont 
démontré que l’irradiation des cellules cancéreuses avait pour effet d’augmenter leur 
caractère invasif (Park et al., 2006). Ainsi, nous ne pouvons pas éliminer ce fait chez les 
patients souffrant d’un astrocytome.
Le fait d’irradier le cerveau avant l’implantation a entraîné une croissance tumorale 
bien distincte. Ces tumeurs étaient caractérisées par une infiltration accrue, au détriment 
de la croissance de la tumeur primaire. Selon la théorie de Berens, stipulant qu’une 
dichotomie existe entre les cellules gliales malignes en prolifération versus en migration 
(Berens et Giese, 1999), nous supposons que l’irradiation du cerveau aurait comme effet 
d’accentuer le phénotype invasif dans la population tumorale. Le mécanisme du 
changement phénotypique n’est pas encore clair, plusieurs joueurs importants doivent 
être revus afin de poser un mécanisme hypothétique. Les aspects mécaniques, cellulaires 
et biochimiques auront un effet sur la croissance de la tumeur. Subséquemment, chacun 
d’eux doit être étudié pour bien comprendre cette infiltration augmentée suite à 
l’irradiation du cerveau.
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Tout d’abord, il a été démontré que les fibres de matière blanche comprimées par 
l’effet de masse permettaient moins d’infiltration comparativement aux structures moins 
denses (Burger et a i , 1988). Ainsi, un aspect mécanique dicte le phénomène d’invasion 
au niveau du cerveau sain. L’affaissement de la ligne médiane du cerveau et les 
compressions ventriculaires sont souvent associés à des tumeurs en forte prolifération. 
Dans ces cas particuliers, la compression et la densité anormale des tissues diminuent 
l’apparence de l’infiltration (Asanuma et a i, 2008; Frieboes et al., 2007). Présentée avec 
le groupe contrôle, la tumeur primaire en prolifération compresse les tissus sains 
entourant cette dernière, diminuant ainsi le phénomène d’invasion. Inversement, le 
groupe ayant le cerveau irradié, présentant un affaissement de la ligne médiane moins 
apparent, compresse de façon moins radicale les tissus en périphérie. Cela se traduit donc 
par des tissus plus intacts qui permettent aux cellules de migrer le long de leurs 
structures.
Dans cette étude, nous avons utilisé une stratégie moléculaire pour prédire le caractère 
invasif et pour identifier les morphologies distinctes associées à l’infiltration. Pour 
caractériser ces cellules particulières, nous avons utilisé le marqueur du filament 
intermédiaire, soit la nestine. Dans le système nerveux adulte, la nestine est exprimée 
seulement par les cellules souches des zones sous-ventriculaires et de façon moins 
évidente dans les plexus choroïdes (Gilyarov, 2008). La réinduction de son expression a 
été rapportée parmi les astrocytes réactionnels et les abcès cérébraux (Tamagno et 
Schiffer, 2006). Ce phénomène est causé par la présence de microorganismes provoquant 
une réaction inflammatoire des tissus (Cheeran et a i, 2005; Tamagno et Schiffer, 2006). 
De plus, la nestine est associée avec le niveau de différenciation des cellules astrocytaires 
malignes, démontrant ainsi l’hétérogénéité cellulaire (Christensen et a i,  2010; 
DellAlbani, 2008). Nous avons démontré qu’une expression de la nestine est associée 
avec une augmentation de l’infiltration dans le groupe des cerveaux irradiés. Nous 
pouvons donc assumer que l’inflammation radio-induite au cerveau serait en partie 
responsable de la réinduction de la nestine au niveau des cellules malignes gliales. Ce 
résultat démontre l’importance de l’environnement péritumoral quant au phénotype et au 
comportement cellulaire.
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4.2 Cinétique de cytokines pro-inflammatoires au cerveau suite à une 
irradiation
Les radiations ionisantes induisent des programmes multicellulaires qui orchestrent 
une réponse aux dommages au niveau des tissus. De tels programmes sont exécutés par 
l’entremise de molécules solubles comme les cytokines et les facteurs de croissance, 
influençant le parenchyme et le stroma pour moduler différents comportements et 
phénotype cellulaire (Barcellos-Hoff et Brooks, 2001). Selon nos résultats histologiques, 
nous croyons que ces différents changements sont causés par la présence de molécules 
pro-inflammatoires. En fait, nos résultats démontrent une présence de ces molécules 
seulement quelques heures après que le cerveau ait été exposé aux radiations. Pour avoir 
une meilleure compréhension de cette fluctuation moléculaire, nous avons ciblé certaines 
moléculaires influençant le comportement cellulaire et quantifié ces dernières à certains 
moments spécifiques.
Les MMPs sont des enzymes protéolytiques qui régulent plusieurs comportements 
cellulaires en relation avec la progression du cancer (Rao, 2003). Les MMPs dégradent 
les protéines de la matrice extracellulaire, créant ainsi des espaces pour les cellules gliales 
malignes (Bellail et al., 2004; Chintala et a l, 1999). Nous avons démontré que les 
niveaux de MMP-2 étaient plus élevés que la normale lorsque le cerveau sain était 
irradié. Il est généralement bien accepté dans la communauté scientifique de reconnaître 
l’IL-ip comme un des édiateurs principaux des MMPs et de la COX -2 (Woessner, 
1991). L’augmentation observée était plus prédominante dans la phase aiguë de 
l’inflammation après l’exposition. Cependant, des niveaux significatifs de MMP-2 ont 
aussi été observés 20 jours post-irradiation. Conséquemment, le remodelage de la matrice 
extracellulaire (ECM) par l’action des protéases, peut expliquer les propriétés invasives 
de la croissance tumorale dans des cerveaux irradiés.
Plusieurs cytokines et facteurs de croissance ont été étudiés afin de comprendre leur 
rôle en situation de radiothérapie (Barcellos-Hoff et al., 2005). Parmi eux, l’IL-ip et le 
TGF-P sont considérés comme deux composantes moléculaires importantes expliquant le 
processus de dommage tissulaire et de changements micro-environnementaux dans le 
cadre de la radiothérapie (Anscher, 2010; Lee et al., 2010a). Le remodelage tissulaire est 
un aspect important de l’augmentation de l’infiltration causée par les radiations (Bellail et
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a l, 2004). Des études invitro sur des cellules C6 murine, ont démontré que L’IL-ip 
augmente l’expression de MMP-9 ces mêmes cellules cancéreuses par l’activation des 
gènes des MMPs via le promoteur NF-kB (Esteve et a l,  2002). De plus, plusieurs études 
suggèrent que le TGF-P induit la migration cellulaire des gliomes via l’action des MMPs 
(Wick et al., 2001). Des doses uniques de radiation ont également induit des 
augmentations de TGF-P 1 dans le cerveau de rats (Kim et a l, 2002). De façon similaire, 
nos résultats démontrent que les tissus cérébraux exposés aux radiations ont démontré des 
augmentations significatives des gènes du TGF-pi et de l’IL-1 p. Ces augmentations 
contribuent, d’une certaine manière, aux caractéristiques invasives observées. Une 
approche pharmacologique ciblant ces modulations micro-environnementales pourrait 
être bénéfique afin de contrôler les effets néfastes amenés par les radiations (Barcellos- 
Hoff et al., 2009).
Les cellules dérivées de tumeurs cérébrales sont reconnues pour produire de façon 
constitutive des dérivés pro-inflammatoires de l’acide arachidonique (Cooper et al., 
1984). Les prostaglandines sont reliées à plusieurs aspects de la carcinogenèse : 
migration, invasion, angiogénèse, inhibition de l’apoptose et mécanisme de prolifération 
cellulaire (Noonan et al., 2008). Ces dérivés lipidiques agissent de façon paracrine et 
autocrine, orchestrant une communication entre la tumeur et le parenchyme et créant 
ainsi un environnement tumoral spécifique (Wang et Dubois, 2010). La COX-2 joue un 
rôle prépondérant dans la modulation de la réponse inflammatoire suite à une exposition 
du cerveau aux radiations (Kyrkanides et al., 2002). Nous avons démontré une 
augmentation des niveaux des isomères PGE2 et PGD2 au cerveau et ce, seulement quatre 
heures après l’exposition. Cette observation illustre la réponse précoce, de la cascade 
ayant comme substrat l’acide arachidonique (Komaki et al., 1992). Par la suite, les 
niveaux de ces mêmes isomères ont été significativement élevés pour les jours 5, 15 et 20 
post-irradiation. On peut donc assumer une réponse biphasique après une exposition aux 
radiations. En regardant les niveaux d’expression d’ARN messager de la COX-2, nous 
avons démontré que son expression était augmentée plusieurs jours après l’exposition et 
non pas quelques heures après l’irradiation. Inversement, l’augmentation de la PLA2  était 
prédominante seulement quelques heures après l’irradiation. On peut donc assumer, étant 
donné cette réponse rapide à l’irradiation, que l’augmentation des prostaglandines est due
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aux astrocytes. Les astrocytes possèdent un rôle de structure au niveau du SNC, 
cependant, tout comme les fibroblastes, ces dernières moduleront également une réponse 
immunitaire. À plus long terme, cette augmentation est due, en autre, à la réponse 
immunitaire. De façon mécanistique, le recrutement des cellules immunitaires au cerveau 
cause une augmentation relative des niveaux de COX-2 et des prostaglandines par le fait 
même. Inversement, durant la phase aiguë, la production des prostaglandines est associée 
à l’augmentation de la PLA2 . Cependant, avant d’en tirer des conclusions plus détaillées, 
il faudra pratiquer plusieurs autres expériences longitudinales pour ainsi mieux 
comprendre la cinétique post-inflammatoire due à l’irradiation.
4.3 Effet du Meloxicam sur l’invasion radio-induite
Selon nos résultats préalablement obtenus, nous suggérons l’utilisation d’AINS 
(inhibiteur de la COX-2) comme approche pharmacologique pour restreindre les 
dommages causés par les radiations. Suite à nos résultats démontrant une production de 
prostaglandines à long terme (jusqu’à 20 jours post-irradiation), nous croyons qu’une 
approche pharmacologique ciblant de façon spécifique ces enzymes pro-inflammatoires 
pourrait ainsi réduire les effets néfastes des radiations au niveau du microenvironnement 
tumoral.
Les analyses histologiques des animaux traités au Meloxicam se sont avérées 
encourageantes. Le profil invasif normalement observé chez les rats avec le cerveau 
irradié a été diminué de moitié lorsque ces derniers étaient traités avec le Meloxicam. Ces 
résultats vont dans le même sens que ceux de Naruse et collaborateurs (2006), décrivant 
une diminution de l’invasion causée par le Meloxicam. Par contre, le mécanisme exact 
expliquant ces résultats reste à être déterminé. Plusieurs facteurs devront être examinés, 
comme le rôle de l’angiogenèse, l’expression des intégrines, les effets spécifiques sur le 
phénotype, l’activation de certaines cascades signalétiques impliquées dans la migration 
des cellules cancéreuses. Bref, plusieurs autres expériences devront être menées afin de 
mieux comprendre l’effet réel des AINS sur le développement tumoral.
Nous avons également effectué des analyses moléculaires relativement à l’expression 
de certains facteurs reliés à la migration. Les niveaux de PGE2 et PGD2 ont été mesurés
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pour évaluer l’effet direct du Meloxicam sur l’expression de ces molécules. Le 
Meloxicam est donc en mesure de diminuer leur expression suite à l’irradiation du 
cerveau, et ce, à des doses quotidiennes de 1 mg/kg. Ces résultats confirment la capacité 
de la molécule du Meloxicam à traverser la barrière hémato-encéphalique. De plus, la 
posologie utilisée s’est avérée efficace à court terme et à long terme (4 heures et 15 jours 
post-irradiation). Une étude dose-réponse (production de prostaglandines au cerveau 
irradié) devraient aussi être effectuée afin d’optimiser la dose de Meloxicam quotidienne.
Nos analyses moléculaires nous ont également permis de démontrer que le Meloxicam 
agit sur l’expression du TGF-pi. Des niveaux normaux du TGF-pi ont été retrouvés chez 
les animaux irradiés et traités au Meloxicam, inversement aux animaux irradiés non 
traités. Encore une fois l’effet mécanistique reste à être déterminé, mais probablement 
que la diminution de la réaction inflammatoire est à la base de cette baisse d’expression.
Un point important demeurant à être investigué est l’effet de cette drogue sur la survie 
des animaux. La survie constitue la mesure d’évaluation la plus importanteun des critères 
de jugement le plus important de l’efficacité d’un traitement, particulièrement dans le 
cadre de la recherche en neuro-oncologie. Nos résultats préliminaires associent l’invasion 
à la létalité des tumeurs. Nous croyons donc que l’utilisation du Meloxicam, diminuant 
l’invasion, fera augmenter la survie moyenne des rats traités. Il serait tout aussi 
intéressant d’y étudier son effet sur la qualité de vie des patients, qui est également un 
aspect important du traitement. Les glucocortieoïdes font partie de la thérapie des 
tumeurs cérébrale, cependant elles amènent beaucoup d’effets secondaires (Rutz et al., 
2005; Webster et al., 2002). À titre comparatif, l’efficacité et la toxicité des AINS versus 
celles des glucocortieoïdes, ou même en duo, dans le cadre des traitements en neuro- 
oncologie, seraient des données intéressantes à obtenir.
73
lo n is in g  Radiation(IR)
F ree  R a d ic a ls (  H3CL, OH', ê aqi
PLAj^
A ctiv a tio n DNA
D a m a g e sCOX-1
ÜÜ: AP-1TGF-3
t  rixjiyijëta I loprote i n a s es
Pro-lnflammatory 
Enzymes 
(COX-2, PLA2)
O  P ro te a se
Q  P ro - ln f ia m m a to ry  M o lé c u l e s  
O  T ranscr iption  Factor
Figure 10. Schéma explicatif des différentes molécules impliquées dans l’invasion radio- 
induite
Les radiations ionisantes ont pour effet de produire des espèces réactives, qui à leurs tours, 
créeront de dommages et ainsi activer certaines voies et cascades signalétiques. Les radiations 
auront comme effet d’activer la PLA2, ce qui aura pour effet d’augmenter les niveaux d’acide 
arachidonique et de prostaglandines. De plus, les dommages à l’ADN activeront le facteur de 
transcription NF-kB, et par le fait même la transcription d’enzymes et cytokines pro­
inflammatoire. Finalement, les radiations ont aussi un effet sur le facteur AP-1 et le TGF-P ce 
qui affectera la migration cellulaire.
Chapitre V -  Conclusion
En conclusion, cette étude préliminaire nous démontre des résultats encourageants 
dans l’optique de diminuer les effets néfastes des radiations sur le développement 
tumoral. Premièrement, les analyses histologiques nous ont démontré que l’irradiation 
des tissus affectait grandement la croissance tumorale. Une invasion accrue et un 
phénotype distinct différenciaient les tumeurs. De plus, une létalité accrue catégorisait ce 
groupe. Deuxièmement, les analyses moléculaires de l’expression de certains facteurs au 
cerveau suite à une exposition aux radiations démontrent des cinétiques bien 
intéressantes. La COX-2 est exprimée de façon chronique et constitue une cible de choix 
pour moduler la réaction inflammatoire à long terme. Finalement l’utilisation d ’un AINS 
(Meloxicam) a permis de diminuer le caractère invasif préalablement augmenté par les 
radiations au cerveau. Avec cette étude exploratoire, nous apportons des résultats, qui 
nécessitent une poursuite des expériences en ce sens. Nous avons démontré que les 
radiations avaient pour effet d’augmenter la migration des cellules cancéreuse 
composant les GBM. De plus, nous démontrons l’influence du microenvironnement 
tumoral sur la croissance de la tumeur elle-même et plus particulièrement l’effet des 
radiations sur l’expression de certaines molécules pro-inflammatoires. Une meilleure 
compréhension de cette relation qui existe entre les tissus sains et la tumeur pourrait se 
traduire par une amélioration des traitements, et de façon optimale, un prolongement de 
la qualité de vie et de l’espérance de vie.
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